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residue  was  crucial  for  neuritogenic  activity,  and  the  terminal  trisaccharide  moiety  was  the 
minimum  active motif. Furthermore,  the  trisaccharide  also  stimulated neuritogenesis  in human 
neuroblastoma  SH‐SY5Y  cells  via  mitogen‐activated  protein  kinase  (MAPK)  signaling. 
Phosphorylation of extracellular signal‐regulated kinase (ERK) 1/2 was rapidly induced by adding 
1 or 10 nM of the trisaccharide. The ratio of phosphorylated ERK to ERK reached a maximum 5 min 
after  stimulation,  and  then  decreased  gradually.  However,  the  trisaccharide  did  not  induce 
significant Akt phosphorylation. These  effects were  abolished by pretreatment with  the MAPK 
inhibitor  U0126,  which  inhibits  enzymes  MEK1  and  MEK2.  In  addition,  U0126  inhibited  the 
phosphorylation  of  ERK  1/2  in  response  to  the  trisaccharide  dose‐dependently.  Therefore, we 
concluded  that  the  trisaccharide  promotes  neurite  extension  in  SH‐SY5Y  cells  via MAPK/ERK 
signaling, not Akt signaling. 












such  as  retinoic  acid,  phorbol  ester  (12‐O‐tetradecanoylphorbol‐13‐acetate),  platelet‐derived  growth 
factor (PDGF), brain‐derived neurotrophic factor (BDNF), nerve growth factor (NGF), basic fibroblast 
growth factor, insulin‐like growth factor (IGF), and dibutyryl cyclic adenosine monophosphate [3–7]. 
These  differentiation‐inducing  factors  stimulate  phosphorylation  of  Akt  and  extracellular   
signal‐regulated kinase (ERK) 1/2 during neuronal differentiation [8–12]. Gangliosides can modify 






fluidity and stability by being  incorporated  into  the membrane,  thus  interfering with receptors and 







starfish  [26–31],  sea urchins  [32–34],  and  feather  stars  [35],  and many  of  these  echinodermatous 
gangliosides (EGs) also exhibited neuritogenic activity, some of which exceeded that of mammalian 



























































































HOBt  in MeCN  to  afford  trisaccharide  12  in  71% yield. Next,  trisaccharide  12 was  converted  to 
suitably protected glycosyl donor  15, which was  analogous  to  7,  and  15 was  then  coupled with 
glucosyl acceptor 8, producing tetrasaccharide 16 in 78% yield. After removal of the benzyl groups 



























































12 R1 = MP, R2 = Bn, R3 = H
13 R1 = MP, R2, R3 = Bz
14 R1 = H, R2, R3 = Bz (anomeric mixture)

























16 R = Bn






a b c d
 
Scheme  2.  Synthesis  of  demethylated  LLG‐3  tetrasaccharide  3.  Reagents  and  conditions:  (a)  i. H2, 
Pd(OH)2‐C,  EtOAc,  RT;  ii.  Bz2O, DMAP/Pyr,  RT,  94%  (2  steps);  (b)  i. CAN,  toluene/MeCN/H2O   
(5/6/3),  0  °C;  ii.  Bz2O, DMAP/Pyr,  RT;  iii. NH2NH2∙AcOH/DMF,  RT,  52%  (3  steps);  (c)  CCl3CN, 
DBU/CH2Cl2, 0 °C, 81%; (d) H2, Pd(OH)2‐C/EtOAc, RT, 97%; (e) i. LiCl/Pyr, reflux; ii. 0.1 M NaOH aq., 









media  [52]  (Scheme  4).  This  reaction  produced  α‐SE  glycoside  25  with  high  stereoselectivity   
(α/β = 6.2/1), which was  then converted  to  the amine derivative and condensed with 22  to afford 
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In  the  final  part  of  the  syntheses  of  the  LLG‐3  glycan  analogues,  sialyl  glycoside  25 was 
transformed  into  target  compound 6 based on our method  for  the  synthesis of 8‐O‐methyl  sialic   
acid‐containing molecules  [40]  (Scheme  5).  First,  25 was  converted  into  8‐OH  derivative  29  via 
regioselective  8O  to  5N  migration  of  the  acetyl  group  upon  treatment  with  zinc  under  acidic 
conditions. Then, 8‐OH protection with the chloroacetyl group gave 30, and it was further modified 
to diacetylimide 31 by reaction with isopropenyl acetate in the presence of acid. Next, the chloroacetyl 




Scheme  5.  Synthesis  of  LLG‐3  monosaccharide  6.  (a)  CAc2O,  DMAP/THF,  RT,  quant.;   





To  evaluate  the neuritogenic  activity of  the glycan moiety of LLG‐3,  the mean  total neurite 
lengths per cell were measured in rat PC12 cells (Figure 2). Although LLG‐3 tetrasaccharide 2 showed 




the neuritogenic  activity. Furthermore,  to  evaluate  the minimum  length  of  the  glycan moiety  of   
LLG‐3  for  neuritogenic  activity,  trisaccharide  4,  disaccharide  5,  and  monosaccharide  6  were 
compared  (Figure  2). Disaccharide  5  and monosaccharide  6  showed  no  neurite  growth  activity 




Figure  2. Neurite  outgrowth  evaluation  in  PC12  cells. Rat  PC12  cells with  a  low  serum  culture 
medium containing 5 ng/mL of NGF were  incubated with ganglioside 1 (A); tetrasaccharide 2 (B); 





cells.  Trisaccharide  4  elongated  SH‐SY5Y  neurites  cultured  in  low  serum‐containing  medium.   
The maximum neurite length was attained when 1 nM of trisaccharide 4 was added to the cells and 







were  incubated with  trisaccharide 4  for 3 days  in medium containing 1% FBS and  the mean  total 
neurite length per cell calculated from 90 cells was measured at each dose. Trisaccharide 4 stimulated 
neurite  extensions  of  SH‐SY5Y  cells  in  a  dose‐dependent manner.  The  error  bar  represents  the 
standard deviation (S.D.). * p < 0.05 with Dunnett’s test compared with the 0 nM group. 
2.2.3. Activation of ERK Signaling in Response to Trisaccharide 4 
Many  researchers  have  reported  that  neuritogenesis  of  SH‐SY5Y  is  often  accompanied  by 
activation of the MAPK/ERK and phosphatidylinositide 3‐kinase (PI3K)/Akt signaling cascade after 
stimulation with  growth  factors,  such  as NGF,  BDNF,  and  retinoic  acid  [8–12],  and  the  signal 
transductions mediated by MAPK/ERK and PI3K/Akt are thought to be important for cell survival 
and  neuronal  differentiation.  Therefore, we  investigated whether  trisaccharide  4  also  promotes 
phosphorylation of ERK 1/2 and Akt. Phosphorylation of ERK 1/2 was rapidly induced by addition 
of 1 or 10 nM of trisaccharide 4. The ratio of phosphorylated ERK (p‐ERK) to ERK reached a maximum 
5 min  after  stimulation,  and  then  decreased  gradually  (Figure  4A);  however,  the  ratios  varied 
considerably between experiments when 10 nM of trisaccharide 4 was added (Figure 4A). Although 
1 nM of trisaccharide 4 showed a slightly lower value against 40 ng/mL of NGF (157.3 ± 16.9% vs. 













































































































dependency  of  ERK  phosphorylation  corresponded  well  to  the  results  in  Figure  3.  However, 






and  MEK2  (Figure  5C,D,E).  The  inhibitory  effect  of  U0126  on  trisaccharide  4‐induced  neurite 
extension was dose‐dependent (Figure 5F). In addition, U0126 inhibited the phosphorylation of ERK 
1/2 in response to trisaccharide 4 dose‐dependently (Figure 6A,B), and this response resembled that 












































Figure  6.  Effects  of  MEK  inhibitor  U0126  on  neurite  extension  and  ERK  1/2  phosphorylation.   
(A) SH‐SY5Y cells were incubated with trisaccharide 4 (0 or 1 nM) for 5 min after pre‐incubation with 
serum‐free medium containing U0126 for 1 h, and cell lysates were analyzed as described in Figure 4 
(n  =  5).  The  error  bar  represents  the  standard  deviation  (S.D.).  Statistical  significances  were 
determined by Dunnett’s test compared with U0126 0 μM within each trisaccharide 4‐treated group 












or  inhibiting  these  growth  factors  by  interacting with  their  receptors.  There  are  several  reports 







All  reactions were  carried  out  under  a  positive  pressure  of  argon,  unless  otherwise  noted.   
All  chemicals  were  purchased  from  Wako  Chemicals  Inc.  (Miyazaki,  Japan),  Tokyo  Chemical 
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and another 10 h at 40  °C as  the  reaction was monitored by TLC  (4:6:1 CHCl3–MeOH–H2O),  the 
reaction mixture was neutralized with Dowex (H+) resin. The resin was filtered through cotton wool 
and the filtrate was then evaporated. The residue was purified by silica gel column chromatography 
















room  temperature  as  the  reaction was monitored by TLC  (15:1 CHCl3–MeOH),  the mixture was 













55.6, 53.2, 53.1, 49.3, 48.6, 37.5, 37.0, 23.2, 21.2, 21.0, 20.8, 20.8, 20.7, 20.7; HRMS  (ESI) m/z:  found   
[M + Na]+ 1451.4899, C67H84N2O32 calcd for [M + Na]+ 1451.4899. 
4‐Methoxyphenyl  [methyl  4,7,8,9‐tetra‐O‐acetyl‐3,5‐dideoxy‐5‐(methyl  5‐acetamido‐4,7,8,9‐tetra‐
O‐acetyl‐3,5‐dideoxy‐D‐glycero‐α‐D‐galacto‐2‐nonulopyranosylonate)oxyacetamido‐D‐glycero‐α‐
D‐galacto‐2‐nonulopyranosylonate]‐(2→ 3)‐2,4,6‐tri‐O‐benzoyl‐β‐D‐galactopyranoside  (13).  To  a 
solution of 12 (650 mg, 455 μmol) in EtOAc (9.1 mL) was added Pd(OH)2/C (20%, 650 mg) at room 
temperature. After stirring  for 30 min at  room  temperature under a hydrogen atmosphere as  the 
reaction was monitored  by  TLC  (15:1  CHCl3–MeOH),  the mixture was  filtered  through  Celite.   





























organic  layer was  subsequently  dried  over Na2SO4,  and  concentrated.  The  residue was  roughly 
purified by silica gel column chromatography (45:1 CHCl3–MeOH). The crude product was exposed 
to high vacuum, and then dissolved in pyridine (1.0 mL). Benzoic anhydride (66.3 mg, 293 μmol) and 
DMAP  (1.2 mg,  9.8  μmol) were  added  to  the  solution  at  0  °C. After  stirring  for  5.5  h  at  room 




purified  by  silica  gel  column  chromatography  (50:1  CHCl3–MeOH).  The  obtained  product was 
exposed  to  high  vacuum,  and  then  dissolved  in  DMF  (890  μL).  Hydrazine  acetate   
(1.2 mg, 9.8 μmol) was added to the solution at 0 °C. After stirring for 9 h at room temperature as the 







4.93–4.86  (m, 4H, H‐4a, H‐4a, H‐4b, H‐4b), 4.61  (m, 1H, H‐5c), 4.53–4.45  (m, 3H, H‐6ac, H‐6ac, H‐5c),   
4.36–4.25  (m, 6H, H‐6bc, H‐9ab, H‐9ab, H‐6c, H‐9aa, H‐9aa), 4.15–3.96  (m, 12H, H‐9ba, 2OCH2, H‐5a,   
H‐5a, H‐5b, H‐5b, H‐9ba, H‐6a, H‐6a, H‐9bb, H‐9bb), 3.89, 3.84 and 3.83 (3s, 12H, 4OMe), 3.79–3.74 (m, 4H, 
2OCH2, H‐6b, H‐6b), 2.67–2.63 (m, 2H, H‐3eqa, H‐3eqa), 2.55–2.51 (m, 2H, H‐3eqb, H‐3eqb), 2.22–1.88 (m, 





































21.4, 21.2, 21.0, 20.9, 20.8, 20.7, 20.7, 20.6, 20.6, 20.2; HRMS  (ESI) m/z:  found  [M + Na]+ 1620.3426, 
C69H78Cl3N3O34 calcd for [M + Na]+ 1620.3425. 




























2‐(Trimethylsilyl)ethyl  [methyl  4,7,8,9‐tetra‐O‐acetyl‐3,5‐dideoxy‐5‐(methyl  5‐acetamido‐4,7,8,9‐
tetra‐O‐acetyl‐3,5‐dideoxy‐D‐glycero‐α‐D‐galacto‐2‐nonulopyranosylonate)oxyacetamido‐D‐
glycero‐α‐D‐galacto‐2‐nonulopyranosylonate]‐(2 → 3)‐(2,4,6‐tri‐O‐benzoyl‐β‐D‐galactopyranosyl)‐












1H,  J1,2 =  J2,3 = 8.5 Hz, H‐2d), 3.26  (d, 1H,  JOH,2 = 9.4 Hz, OH‐2d), 2.98  (s, 1H, OH‐4d), 2.65  (dd, 1H,   










galactopyranosyl)‐(1→4)‐β‐D‐glucopyranoside  (3).  To  a  solution  of  17  (39.8 mg,  23.0  μmol)  in 
pyridine (2.3 mL) was added lithium chloride (27.3 mg, 345 μmol) at room temperature. After stirring 




1  week  at  room  temperature  as  the  reaction  was  monitored  by  TLC  (5:4:1  CHCl3–MeOH–H2O),   
the reaction mixture was neutralized with Dowex (H+) resin. The resin was filtered through cotton 
wool,  and  the  filtrate  was  concentrated.  The  residue  was  purified  by  silica  gel  column 
chromatography  (6:4:1  CHCl3–MeOH–H2O)  followed  by  gel  filtration  column  chromatography 
(Sephadex LH‐20) using MeOH as eluent to give 3 (17.2 mg, 80%): [α]D –0.5° (c 0.1, MeOH); 1H NMR 








































H‐3c,  OCH2CH2Si),  3.83–3.72  (m,  7H,  H‐4c,  OMe,  H‐6ac,  H‐6b,  H‐6bc),  3.63–3.58  (m,  2H,  H‐5c, 






2‐(Trimethylsilyl)ethyl  [methyl  4,7,8,9‐tetra‐O‐acetyl‐3,5‐dideoxy‐5‐(methyl  4,7,9‐tri‐O‐acetyl‐5‐
diacetamido‐3,5‐dideoxy‐8‐O‐methyl‐D‐glycero‐α‐D‐galacto‐2‐nonulopyranosylonate)oxyacetamido‐




diluted with EtOAc. The  solution was  then washed with 2 M HCl,  satd. aq. NaHCO3 and brine.   
The organic layer was subsequently dried over Na2SO4, and concentrated. The resulting residue was 




















0  °C.  After  stirring  for  5  h  at  room  temperature  as  the  reaction was monitored  by  TLC  (15:1   
CHCl3–MeOH), the mixture was diluted with EtOAc. The solution was then washed with 2 M HCl, 
H2O,  satd.  aq.  NaHCO3  and  brine.  The  organic  layer  was  subsequently  dried  over  Na2SO4,   






4.31  (dd,  1H,  Jgem  =  12.4  Hz,  H‐9ab),  4.25–3.90  (m,  12H,  OCH2,  H‐9aa,  H‐3c,  H‐5b,  H‐5a,  H‐9ba, 
OCH2CH2Si,  H‐9bb,  OCH2,  CO2Me),  3.81–3.59  (m,  9H,  CO2Me,  H‐4c,  H‐6ac,  H‐6bc,  H‐8a,  H‐5c, 











under  a  hydrogen  atmosphere  as  the  reaction was monitored  by  TLC  (15:1 CHCl3–MeOH),  the 
mixture was filtered through Celite. The filtrate was concentrated and the crude residue obtained 





and  then dissolved  in 0.1 M aq NaOH (5.0 mL). After stirring  for 2 h at room temperature as  the 
reaction was monitored by TLC (6:4:1 CHCl3–MeOH–H2O), the reaction mixture was neutralized with 













D‐glycero‐α‐D‐galacto‐2‐nonulopyranosid]onate  (25).  To  a  mixture  of  18  (1.0  g,  1.39  mmol)  and   

















2‐nonulopyranosid]onate  (26). To a solution of 25 (40.0 mg, 55.0 μmol)  in acetonitrile/AcOH  (4:1,   
1.8 mL) was  added  zinc  powder  (200 mg)  at  room  temperature. After  stirring  for  5  h  at  room 
temperature as the reaction was monitored by TLC (15:1 CHCl3–MeOH), the mixture was filtered 









2‐(Trimethylsilyl)ethyl  [methyl  4,7,8,9‐tetra‐O‐acetyl‐3,5‐dideoxy‐5‐(methyl  4,7,9‐tri‐O‐acetyl‐5‐
diacetamido‐3,5‐dideoxy‐8‐O‐methyl‐D‐glycero‐α‐D‐galacto‐2‐nonulopyranosylonate)oxyacetamido‐
D‐glycero‐α‐D‐galacto‐2‐nonulopyranosid]onate (27). To a solution of 22 (50.0 mg, 76.0 μmol) and 26 

















38.0, 29.6, 28.0, 26.1, 21.0, 20.9, 20.8, 20.8, 20.8, 20.7, 20.7, 17.9,  −1.3,  −1.7; HRMS  (ESI) m/z:  found   
[M + Na]+ 1117.3883, C46H70N2O26Si calcd for [M + Na]+ 1117.3884. 











4.31  (dd, 1H,  Jgem = 12.4 Hz, H‐9ab), 4.28–4.01  (m, 8H, H‐9aa, OCH2, H‐5b, H‐6a, H‐9bb, H‐5a, H‐9ba,   
H‐6b), 3.94–3.88 (m, 5H, OCH2, CO2Me, OCH2CH2Si), 3.82 (s, 3H, CO2Me), 3.69 (td, 1H, J8,9a = 3.2 Hz, 
J8,9b = 9.3 Hz, H‐8a), 3.49 (s, 3H, OMe), 3.32 (td, 1H, OCH2CH2Si), 2.74 (dd, 1H, Jgem = 12.9 Hz, H‐3eqa), 
2.63  (dd,  1H,  Jgem  =  12.8 Hz, H‐3eqb),  2.15–1.89  (m,  26H,  8Ac, H‐3axa, H‐3axb),  0.96–0.84  (m,  2H, 
OCH2CH2Si), 0.03 (s, 9H, SiMe3); 13C NMR (125 MHz, CDCl3) δ 170.8, 170.8, 170.5, 170.4, 170.2, 169.8, 
168.7, 168.6, 167.8, 98.6, 98.6, 77.2, 75.9, 72.6, 72.5, 69.1, 68.6, 68.5, 68.0, 67.8, 63.5, 62.6, 62.5, 61.7, 58.4, 


















































63.6, 54.1, 50.8, 42.7, 39.7, 31.1, 24.6, 22.3, 22.3, 22.1, 19.4,  −1.4; HRMS  (ESI) m/z:  found  [M + Na]+ 
648.1851, C25H40ClNO13Si calcd for [M + Na]+ 648.1850. 
Methyl  [2‐(trimethylsilyl)ethyl  4,7,9‐tri‐O‐acetyl‐8‐O‐chloroacetyl‐5‐diacetamido‐3,5‐dideoxy‐D‐




and washed with H2O  and  brine.  The  organic  layer was  subsequently  dried  over Na2SO4,  and 























brine.  The  organic  layer was  subsequently  dried  over Na2SO4,  and  concentrated.  The  resulting 
residue was purified by silica gel column chromatography (1:3 EtOAc–n‐hexane) to give 32 (55.6 mg, 
78%): [α]D +5.0° (c 1.0, CHCl3); 1H NMR (500 MHz, CDCl3) δ 5.56 (td, 1H, J3eq,4 = 5.4 Hz, J3ax,4 = J4,5 = 10.4 Hz, 
H‐4), 4.99  (dd, 1H,  J6,7 = 1.4 Hz,  J7,8 = 7.5 Hz, H‐7), 4.94  (dd, 1H,  J5,6 = 10.4 Hz, H‐6), 4.34  (dd, 1H,   
J8,9a = 1.4 Hz, Jgem = 10.1 Hz, H‐9a), 4.15 (t, 1H, H‐5), 4.09 (dd, 1H, J8,9b = 5.0 Hz, H‐9b), 3.93 (m, 1H, 
OCH2CH2Si),  3.87  (s,  3H,  CO2Me),  3.76  (m,  1H,  OCH2CH2Si),  3.47  (s,  3H,  OMe),  2.80  (dd,  1H,   
Jgem = 13.0 Hz, H‐3eq), 2.36–1.99 (m, 15H, 5Ac), 1.85 (near t, 1H, H‐3ax), 0.93–0.89 (m, 2H, OCH2CH2Si), 
0.03 (s, 9H, SiMe3); 13C NMR (125 MHz, CDCl3) δ 174.4, 173.8, 170.8, 170.1, 169.7, 168.0, 98.7, 69.9, 68.3, 















20.9,  20.8,  18.0,  −1.6;  HRMS  (ESI)  m/z:  found  [M  +  Na]+  586.2292,  C24H41NO12Si  calcd  for   
[M + Na]+ 586.2290. 
2‐(Trimethylsilyl)ethyl  5‐acetamido‐3,5‐dideoxy‐8‐O‐methyl‐D‐glycero‐α‐D‐galacto‐2‐
nonulopyranosidonic acid  (6). To a solution of 33  (34.8 mg, 61.0 μmol)  in pyridine  (6.2 mL) was 
added lithium chloride (39.2 mg, 930 μmol) at room temperature. After stirring for 22 h under reflux 
as  the  reaction was monitored  by  TLC  (6:4:0.1 CHCl3–MeOH–AcOH),  the  reaction mixture was   
co‐evaporated with toluene. The crude residue was purified by gel filtration column chromatography 















VA, USA). RPMI 1640 medium was purchased  from Life Technologies  Japan Ltd.  (Tokyo,  Japan). 
Dulbecco’s  Modified  Eagle’s  Medium/Nutrient  Mixture  F‐12  Ham  (DMEM/F12)  and  Toluidine   
blue‐O were purchased  from Sigma‐Aldrich  (St. Louis, MO, USA,). Fetal bovine serum  (FBS) and 




















NGF  for  neurite  outgrowth  evaluation. After  3  days, medium was  changed  and  the  cells were 
cultured for more 2 days. Cells were fixed with 4% paraformaldehyde in PBS for 30 min and stained 








SH‐SY5Y  cells were  seeded  in  96‐well  culture  plates  at  a  density  of  1  x  104  cells/well with 
DMEM/F12 supplemented with 10% FBS and incubated overnight in a 5% CO2 incubator at 37 °C. 
After washing with 200 μL/well of fresh DMEM/F12, cells were incubated with 200 μL/well of various 











follows:  0.2 mL/well  of  the  trisaccharide  4 diluted  in DMEM/F12 was  added  to  each well  (final 
concentration:  1  nM  or  10  nM)  and  incubated  for  0  to  60 min. As  positive  control, NGF  (final 









with protease  inhibitor cocktail and phosphatase  inhibitor cocktail)  for 30 min on  ice. Cell  lysates 
were collected  into microtubes, centrifuged for 5 min at 10,000× g at 4 °C, and supernatants were 








gel  and  resolved  by  Laemmli  SDS‐PAGE.  After  electrophoresis,  separated  proteins  were 
electrotransferred to PVDF membranes. The membranes were blocked by blocking solution (1% BSA 



















LLG‐3  ganglioside,  as  the  minimum  motif  that  potentiated  neurite  outgrowth  of  PC12  cells.   
The methoxy  functionality at C8 of  the  terminal  sialic acid  residue was essential  for  the activity.   
Furthermore, we showed that trisaccharide 4 stimulated neuritogenesis in human neuroblastoma SH‐
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